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摘要 为 研究 6- 磷 酸 山 梨 酵 脱 务 酶 (Sorbito1-6-Phosphate dehydrogenase, S6PDH) 基因 
启动 子 (S6PDHp) 的 逆境 诱导 表达 特性 ， 利 用 Gateway 技 术 构 建 了 S6PDH 基 因 局 动 子 区 5” 端 
系列 缺失 体 与 6U5 基 因 的 融合 表达 载体 ， 并 通过 农 杆 菌 介 导 法 转化 拟 南 芥 。 对 转基因 拟 南 芥 
进行 低温 和 外 源 ABA 处 理 , 通过 GUS 蛋 白 活性 变化 分 析 S6PDHp 的 逆境 诱导 表达 特性 。 研究 结 果 
发 现 ， 通 过 Gateway 技 术 构 建 了 4 个 S6PDHp 5” 端 系列 缺失 体 与 B- 葡 糖苷 酸 酶 (BUS) 基因 的 
融合 表达 载体 (pGWB433-S6PDHp1、pGWB433-S6PDHp2、pGWB433-S6PDHp3 和 pGWB433-S6PDHp4) 
并 获得 了 相应 的 转基因 拟 南 芥 。 对 转基因 植株 进行 低温 处 理 后 发 现 ，pGWB433-S6PDHp3 转 基 
因 植 株 中 的 GUS 活 性 增幅 最 大 , 达到 显著 水 平 , 而 其 他 转基因 植株 中 的 GUS 活 性 基本 保持 不 变 。 
外 源 ABA 处 理 后 发 现 ， 除 pGWB433-S6PDHp4 外 ， 其 余 启 动 子 缺失 体 转 基因 拟 南 芥 中 GUS 活 性 显 
著 升 高 。 以 上 结果 表明 ， 低 温和 外 源 ABA 能 够 诱导 S6PDHp 的 表达 ， 但 不 同 的 缺失 体 响 应 程度 
不 同 ， 意 味 着 在 S6PDHp 序 列 〈-2396bp 至 -236bp) 内 中 可 能 存在 着 响应 逆境 胁迫 的 正 负 调控 
顺 式 作用 元 件 。 

关键 词 6- 磷酸 山梨 醇 脱 务 酶 启动 子 报告 基因 遗传 转化 FR 
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山梨 醇 (Sorbitol〉 是 大 多 数 蓄 薇 科 植物 糖 代 谢 的 主要 形式 ， 如 同 其 他 植物 
中 的 茂 糖 3。 除 此 之 外 ， 山 梨 醇 还 可 以 作为 一 种 小 分 子 渗透 调节 物质 提高 植物 
对 干旱 64、 火 疫病 同 、 低 温和 盐 铝 等 各 种 逆境 的 抗 性 。6- 磷 酸 山梨 醇 脱 氧 酶 
(Sorbitol-6-phosphate dehydrogenase, S6PDH; EC 1.1.1.200) 在 植物 体内 催化 葡 
萄 糖 -6- 磷 酸 生 成 山梨 醇 -6- 磷 酸 ， 再 经 6- 磷酸 山梨 醇 磷 酸 酶 
(sorbitol-6-phosphatase, SorPP; EC 3.1.3.50) 脱 磷酸 后 生成 山梨 醇 丫 。S6PDH 
参与 的 反应 被 认为 是 山梨 醇 合 成 的 关键 调控 步骤 9。 编码 SOPDH 的 基因 序列 现 
已 获得 10。 研 究 表明 ， 在 和 干旱、 低温 和 盐 等 逆境 胁迫 下 ，S6PDH 的 表达 量 和 山 
梨 醇 含量 均 会 升 高 B46210。 

启动 子 对 于 一 个 基因 的 表达 具有 非常 重要 的 调控 作用 。Qi 等 号 认为 大 豆 
PvSR2 基因 启动 子 的 〈-222/-188) 区 和 (-187/-147)〉 区 是 重金 属 胁迫 响应 的 关 
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键 区 域 。Xu 等 3 发 现 葡 菊 莽 合 成 酶 基因 启动 子 的 (-162/0) 区 对 胁迫 诱导 最 为 
关键 。Li 等 0 的 结果 也 表明 GPP 基因 启动 子 受 不 同 逆境 的 诱导 。 在 以 前 的 研究 
中 我 们 发 现 ，S6PDH 基因 的 启动 子 (S6PDHp) 长 2396bp。 通 过 在 线 软件 预测 ， 
发 现 启动 子 序列 中 具有 与 胁迫 响应 、 光 照 响应 和 激素 响应 等 相关 的 顺 式 作用 元 
件 。 烟 草 瞬时 转化 试验 还 发 现 该 启动 子 具有 低温 、 脱 落 酸 (abscisic acid, ABA) 
和 光照 诱导 表达 的 特性 051。 

因此 ， 为 了 进一步 验证 和 探索 S6PDHp 的 逆境 诱导 表达 特性 ， 在 前 期 获得 启 
动 子 序列 的 基础 上 ， 通 过 Gateway 技 术 构 建 了 系列 S6PDHp5” 端 序列 缺失 体 与 报 
告 基 因 GUS 的 融合 表达 载体 ,进一步 通过 农 杆 菌 介 导 法 转化 拟 南 芥 ,研究 不 同 诱 
导 条 件 下 转基因 拟 南 芥 中 GUS 和 蛋白 的 活性 变化 。 研 究 结果 将 为 深入 了 解 S6PDHp 
的 功能 特性 和 S6PDH 的 表达 调控 等 莫 定 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 材料 

本 研究 所 用 的 拟 南 芥 (4rabidopsis thaliana) 为 Columbia 野 生 型 。4- 甲 基 伞 
形 酮 酰 -B -D-RE (MUG) 、SDS、Tris 酚 、X-gal、4- 甲 基 伞 形 酮 (4-MU) 


购 自 Sigma 公 司 ，BP Clonase Enzyme Mix 和 LR Clonase Enzyme Mix 均 购 自 
Invitrogen 公 司 ， 其 它 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 载 体 pPDONR221 〈Kan 抗 性 ) ~ 
pGWB433、 农 杆菌 EHA105 和 含有 全 果 S6PDHp 基 因 的 载体 (pMD-S6PDHp) 为 
本 实验 室 保存 。 大 肠 杆菌 TOP10 感 受 态 购买 于 天 根 公司 。 
1.2 ”利用 Gateway 技术 构建 S6PDHp-GUS 系列 融合 表达 载体 

根据 启动 子 序列 测序 结果 05 并 结合 考虑 各 类 作用 元 件 的 分 布 ， 从 启动 子 5’ 
端 碱 基 开始 ， 依 次 设计 了 4 个 引物 attB-PN (N=1, 2, 3. 4) CIF) S ( 表 1) 。 
使 用 此 4 个 引物 分 别 与 attB-P OF) A (421) 配对， 以 pMD-S6PDHp 为 模板 进 
行 第 1 HO PCR 扩 增 , 产物 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 后 切 胶 回收 纯化 。 然 后 以 第 1 轮 
PCR 纯化 产物 为 模板 ，attB-PN (N=1、2、3、4) (2F) S 和 attB-P (2F) A CŒ 
1) 为 引物 进行 第 2 轮 PCR 扩 增 ， 产 物 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 后 切 胶 回收 纯化 。 
最 后 再 以 第 2 轮 PCR 纯化 产物 为 模板 ，attB A/S 为 引物 GR 1) 进行 第 3 轮 PCR 
扩 增 ， 最 终 获得 携带 attB 全 位 点 的 attB-S6PDHp N (N=1, 2, 3, 4) 产物 。 以 
上 产物 进行 回收 纯化 后 用 于 下 一 步 BP 反应 构建 Entry 载体 。 
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利用 得 到 的 attB-S6PDHp N (N=1. 2. 3. 4) 产物 和 pDONR221 进行 BP 
反应 ， 构 建 含 卡 那 霉 素 抗 性 的 Entry 载体 。 将 BP 反应 产物 转化 大 肠 杆菌 感受 态 
细胞 后 ， 用 卡 那 替 素 进 行 第 选 ， 并 对 菌 液 进行 PCR 鉴定 。 将 获得 的 Entry 载体 
质粒 通过 LR 反应 连接 到 pGWB433 表达 载体 上 ， 将 LR 反应 产物 转化 大 肠 杆菌 

受 态 细胞 中 , 用 壮观 霉 素 进行 筛选 , 并 对 菌 液 进行 PCR 鉴定 , 引物 为 attBA/S。 
鉴定 为 阳性 的 菌 液 进行 测序 验证 。 测 序 正确 的 菌 液 提 取 质 粒 后 转化 农 杆菌 感受 态 
EH105 竺 用。 载体 结构 和 缺失 体 长 度 如 图 1 所 示 。 


attB1 attB2 


2396bp É | pGWB433-S6PDHp| 


1396bp === GHB 433-S6PDHp2 


836bp === GW B433-S6PDHp3 
236bp === pGWB433-S6PDHp4 


-2400 -1800 -1200 -600 0 


ATG 
图 1 S6PDHp 系列 缺失 体 CUS 融合 表达 载体 构建 示意 图 


Fig.1 Schematic diagram of vector constructions for S6PDHp deletions 

1.3 拟 南 芥 育 苗 和 培养 

首先 用 70% 的 酒精 (1min〉 和 NaCl0O 溶液 (10% 的 NaClO 水 溶液 ，10min) 
依次 浸泡 拟 南 芥 种子 ; 然后 用 无 菌 水 冲洗 至 少 3 次 ;然后 把 种 子 均 匀 甚 浮 于 0.05% 
的 琼脂 糖 溶 液 中 ， 再 倾倒 于 不 含 抗生素 的 固体 B5 培养 基 上 ， 风 王后 封口 。 

将 以 上 培养 四 在 4C 冰 箱 中 放置 4~7 天 ， 然 后 把 培养 下放 到 光照 培养 箱 中 进 
行 培养 (16h FEHR 25°C, 8h 黑暗 20°C) 。 待 拟 南 芥 长 出 4-6 片 真 叶 时 进行 移 苗 
土 培 。 移 苗 培 养 后 3~4 周 后 即 可 形成 大 量 花 复 ， 可 用 于 下 一 步 转基因 试验 。 移 苗 
土 培 期 间 约 10d 施用 一 次 Hogland 培养 液 。 


#1 引物 序列 和 用 途 


Table 1 Sequence and usage of primers 


名 称 Name 引物 序列 Sequence 途 Usage 

ttB-P (1F) A AGAAAGCTGGGTGTTTTCTCACTCTCCAAAC 第 14 PCR The first round PCR 
attB-P1 (1F) S AAAAAGCAGGCTAAACGAGGAGGTGAGGG 第 1 轮 PCR The first round PCR 
attB-P2 (IF) S AAAAAGCAGGCTTGTATTCAGTAGAGATTTTG 第 1 轮 PCR The first round PCR 
attB-P3 (1F) S AAAAAGCAGGCTGGTGTGCGGATAACACAT 第 1 轮 PCR The first round PCR 
attB-P4 (1F) S AAAAAGCAGGCTAATTATATGGCACATCACG 第 14 PCR The first round PCR 
attB-P (2F) A ACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTTTTC 第 2 $E PCR The second round PCR 
attB-P1 (2F) S AGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAAACG 第 2 轮 PCR The second round PCR 
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attB-P2 (2F) S AGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTGTATTC 第 2 轮 PCR The second round PCR 
attB-P3 (2F) S AGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGTG 第 2 轮 PCR The second round PCR 
attB-P4 (2F) S AGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTAATTATATG 第 2 轮 PCR The second round PCR 
attB A GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT 第 3 轮 PCR The third round PCR 
attB S GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 第 3 4 PCR The third round PCR 


1. 4 拟 南 芥 转基因 及 转基因 植株 筛选 

阳性 农 杆菌 培养 至 0D600 值 为 1.5-2.0， 离 心 后 用 适量 ORR AME 
OD600 值 为 0.4-0.7 即 可 ， 再 加 入 0.02% 的 Sweet 试剂 。 立 即 浸染 已 经 提前 一 天 
浇 好 水 的 拟 南 芥 花 絮 108。 黑 暗 培养 24h 后 转 至 正常 条 件 培养 至 结果 ， 记 为 T0 
代 。 

将 收获 的 TO 代 种 子 进行 无 菌 消 毒 后 ， 在 含有 50mg/L 的 卡 那 霉 素 的 MS 培 
养 基 上 进行 筛选 。 培 养 两 周 后 获得 T1 代 拟 南 芥 抗 性 幼苗 ， 对 Tl 代 拟 南 芥 的 叶 
片 提取 总 DNA 后 进行 PCR 检测 〈 引 物 为 attB) ， 检 测 出 现 目的 条 带 的 拟 南 芥 视 
为 转基因 成 功 。 以 上 植株 经 过 连续 3 代 筛 选 得 到 T3 代 纯 合体 ， 收 取 种 子 后 进行 
后 续 试 验 。 
1. 5 转基因 植株 的 低温 和 ABA 处 理 

将 纯化 的 各 缺失 体 转基因 拟 南 芥 种 子 培养 至 6-8 片 真 叶 后 ， 分 别 进 行 4C 低 
温和 ABA (100u M) 处 理 ，4'C 低 温 进 行 12h，ABA 处 理 进 行 24h。 样 品 采 后 
立即 投入 液 氮 并 保存 于 -80'C 冰 箱 备用 。 
1. 6 转基因 植株 GUS 酶 活性 分 析 

GUS 活性 测定 参照 Jefferson 等 09 的 方法 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 基于 Gateway 技术 构建 SoPDHp 5’ 端 系列 缺失 体 和 GUS 融合 表达 载体 

首先 根据 Gateway 技 术 原 理 ， 利 用 Premier (5.0) 软件 设计 系列 引物 C1) ， 
通过 3 轮 PCR 扩 增 ， 获 得 带 有 attB 全 位 点 的 5$” 端 系列 缺失 体 片 段 (attB-S6PDHp N 

(NEL, 2, 3, 4) ) 。 然 后 将 以 上 缺失 体 片段 回收 纯化 后 和 pDONR221 进 行 BP 

反应 ， 反 应 后 attB-S6PDHpN (N=1, 2, 3, 4) 基因 编码 序列 将 pDONR221 载 体 
上 的 ccdB 位 点 置换 ， 形 成 Entry 载 体 。 最 后 将 获得 的 系列 Entry 载 体质 粒 通过 LR 反 
应 连接 到 pGWB433 载 体 (Destination vector) 上 形成 表达 载体 (Expression clone), 
依次 命名 为 pGWB433-S6PDHpN (N=1, 2, 3, 4) (AIL) 。 通 过 引物 attB A/S 
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对 以 上 4 个 载体 进行 PCR 鉴 定 〈 图 2) 和 测序 分 析 。 经 鉴定 的 阳性 质粒 转化 农 杆菌 
感受 态 EHA105 待 用 。 


图 2 S6PDHp 系列 缺失 体 和 CUS 基 因 融 合 表达 载体 PCR 检测 
M: DNA 分 子 标准 DL2000; 1: pGWB433-S6PDHp1; 2: 
pGWB433-S6PDHp2; 3: pGWB433-S6PDHp3; 4: pGWB433-S6PDHp4 
Fig. 2 PCR identification of S6PDHp::GUS fusion vectors construction 
M:DNA Marker DL2000; 1:pGWB433-S6PDHp1; 2:pGWB433-S6PDHp?2; 
3:pGWB433-S6PDHp3; 4:pGWB433-S6PDHp4 


2. 2 拟 南 芥 转基因 阳性 植株 的 获得 与 验证 

农 杆菌 浸染 拟 南 芥 花 你 后 ， 获 得 的 TO 代 种 子 进 行 抗 性 筛选 。 将 经 抗 性 筛选 
的 幼苗 移 栽 并 培养 至 成 熟 植株 后 ， 采 集 其 叶片 ， 提 取 叶 片 总 DNA, H PCR 法 对 
其 进行 检测 。 结 果 表 明 : 除 3 号 缺失 体 有 1 株 没 有 检测 到 目的 条 带 外 ， 其 他 转 基 
因 植 株 均 检测 到 大 小 合适 的 目的 条 带 ( 图 3) 。 将 检测 为 阳性 的 转基因 植株 继续 
继 代 培养 ,依次 获得 纯化 了 的 T3 代 种 子 ，T3 代 种 子 经 卡 那 霉 素 抗 性 筛选 后 能 全 
部 长 出 真 叶 成 活 。 以 上 结果 表明 我 们 已 获得 了 可 以 用 于 下 一 步 试验 的 转基因 拟 南 
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3 S6PDHp RRVIRA AE LA ST BY PER 检测 C 


A: pGWB433-S6PDHp1, M: DNA 分 子 标准 DL2000，1~4: 转基因 株 系 ，5: 野生 型 ; 


B: pGWB433-S6PDHp2, M: DNA 分 子 标准 DL2000, 1~4: 转基因 株 系 ，5: 野生 型 ; 


C: pGWB433-S6PDHp3 Fil pGWB433-S6PDHp4, M: DNA 分 子 标准 DL2000, 1~4 和 6~9: 转基因 株 系 ，5 和 10: 野生 型 
Fig. 3 PCR detection of S6PDHp deletion constructs in transformed Arabidopsis 

A:pGWB433-S6PDHp1, M:DNA Marker DL2000, 1~4:transgenic lines, 5: WT, wild type; 

B:pGWB433-S6PDHp2, M:DNA Marker DL2000, 1~4: transgenic lines, 5: WT, wild type; 


C:pGWB433-S6PDHp3 and pGWB433-S6PDHp4, M:DNA Marker DL2000, 1~4 and 6~9: transgenic lines, 5 and 10:WT, wild type 
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2.3 低温 和 ABA 处 理 下 转基因 拟 南 芥 中 GUS 活性 分 析 

将 T3 代 种 子 无 菌 消 毒 后 培养 到 4-6 片 真 叶 时 分 别 进行 低温 和 ABA 处 理 , 在 
分 别处 理 12h 和 24h 后 进行 GUS 酶 活检 测 ( 图 4 和 图 $) 。 结 果 表 明 : 在 低温 
处 理 12h 后 ， 与 常温 对 照相 比 ， 各 缺失 体 转基因 株 系 中 GUS 活性 都 有 所 提高 ， 
其 中 缺失 体 pGWB433-S6PDHp3 转基因 植株 中 的 GUS 活性 增幅 最 大 ， 达 到 1.89 
党 。 而 其 他 转基因 株 系 中 GUS 活性 在 处 理 前 后 变化 不 显著 〈 图 4) ， 表 明 启 动 
子 序列 中 -836 至 -236 部 分 可 能 上 共有 低温 响应 的 顺 式 作 用 原件 。 与 无 菌 水 处 理 的 
对 照相 比 ， 经 过 24 小 时 的 ABA 处 理 后 ， 除 pGWB433-S6PDHp4 外 ， 其 余 启动 
子 缺失 体 转基因 拟 南 草 中 GUS 活性 显著 升 高 ， 分 别提 高 了 9.84 倍 、10.73 倍 和 
10.71 4 (图 5) ， 表 明 以 上 缺失 体能 被 ABA 诱导 。 
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3 讨论 

低温 是 一 种 植物 经 常 遇 到 的 环境 胁迫 ，ABA 是 公认 的 植物 逆境 响应 信和 号， 
为 了 探索 苹果 6- 磷 酸 山 梨 醇 脱 氧 酶 基因 启动 子 是 否 具有 对 低温 和 ABA 诱导 响应 
的 活性 及 关键 启动 子 区 段 ， 我 们 在 分 析 了 该 基因 启动 子 序列 的 基础 上 05， 通 过 
Gataway 技术 构建 了 含有 该 基因 启动 子 序 列 5’ 端 系列 缺失 体 与 GUS 报告 基因 了 融 
合 的 表达 载体 ,应 用 农 杆菌 介 导 转化 了 拟 南 芥 。 获 得 转基因 拟 南 芥 后 研究 了 该 启 
动 子 对 信号 物质 ABA 与 低温 处 理 的 响应 。 

低温 处 理 的 结果 表明 ，pGWB433-S6PDHp3 转基因 植株 中 的 GUS 活性 增幅 
最 大 ， 达 到 显著 水 平 ， 而 其 他 转基因 植株 中 的 GUS 活性 基本 保持 不 变 。 这 表明 
在 该 启动 子 序 列 -2396~-836bp 区 域 可 能 存在 低温 响应 的 负 调 控 元 件 ， 而 
-836~-236bp 可 能 存在 正 调控 元 件 ， 但 目前 在 该 启动 子 序列 上 未 发 现 相 应 的 顺 式 
作用 元 件 ， 以 上 结果 还 需要 更 多 的 研究 来 证 明 。 另 外 ， 我 们 注意 到 ， 在 SOPDHp 
序列 的 -1152~-1147bp 存在 一 个 LTR 元 件 (5”-TTTCGG-3”)05， 该 元 件 被 认为 
与 植物 低温 胁迫 响应 有 关 073， 但 其 可 能 的 作用 方向 与 SGPDHp 的 启动 方向 相反 。 
由 此 可 推断 ，LTR 的 低温 胁迫 响应 功能 可 能 与 所 在 启动 子 序列 的 方向 有 关 ，LTR 
在 S6PDHp 中 并 未 发 挥 应 有 的 作用 。 

ABA 处 理 的 结果 表明 ， 除 pGWB433-S6PDHp4 外 ， 其 余 启动 子 缺 失 体 转 基 
因 拟 南 芥 中 GUS 活性 显著 升 高 ， 这 一 结果 表明 ，S6PDHp 在 -2396~-236bp 区 域 
存在 很 强 的 正 调 控 元 件 。 前 期 关于 启动 子 序列 分 析 的 结果 也 证 明了 这 一 点 , 在 该 
启动 子 序列 的 -523~-518bp 处 存在 一 个 ABRE 元 件 051。 很 多 研究 表明 ABRE 元 件 
与 植物 响应 ABA 有 关 08。 一 旦 缺失 了 这 个 元 件 ， 植 物 对 ABA 的 响应 能 力 可 能 
会 大 幅 降 低 09]。 

综 上 ， 本 研究 在 前 期 研究 的 基础 上 ， 进 一 步 证 明了 低温 和 外 源 ABA 能 够 诱 
导 6- 磷 酸 山梨 醇 脱 氧 酶 基因 启动 子 的 表达 , 不 同 缺 失 体 的 研究 结果 也 初步 发 现 了 
与 逆境 胁迫 诱导 相关 的 顺 式 作 用 元 件 存在 的 区 段 , 研究 结果 对 逆境 胁迫 诱导 型 启 
动 子 的 研究 和 植物 抗 逆 遗传 转化 具有 较 好 的 理论 和 实践 意义 ,与 逆境 胁迫 诱导 相 
关 的 新 的 顺 式 作用 元 件 的 发 现 和 精细 定位 有 待 于 进一步 研究 。 
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Abstract In order to understand stress-inducible expression characteristics of 
sorbitol-6-phosphate dehydrogenase (S6PDH) promoter (S6PDHp) from apple, a series of 5’ 
deletions of S6PDH promoter were fused with GUS reporter gene by Gateway and introduced into 
arabidopsis by agrobacterium-mediated transformation. The expression characteristics of 
S6PDHp were validated by GUS activity changed in transgenetic arabidopsis against low 
temperature and exogenous ABA. Molecular detection analysis revealed that 4 5’ deletions of 
S6PDHp were fused with GUS reporter gene successfully (i.e. p@WB433-S6PDHpl, 
PpGWB433-S6PDHp2, pGWB433-S6PDHp3 and pGWB433-S6PDHp4) and relevant transgenetic 
arabidopsis were obtain in this study. In low temperature treatment, GUS activity in 
pGWB433-S6PDHp3 transgenetic line increased markedly, while had obvious change in others 
deletions transgenetic lines. In exogenous ABA treatment, GUS activity in others deletions 
transgenetic lines increased dramatically except pGWB433-S6PDHp4. These results suggest that 
S6PDHp can be induced by low temperature or exogenous ABA, however, there were different 
response in every deletions. These indicated that positive and negative cis-regulatory elements in 
response to abiotic stress may co-existed in the promoter region (-2396bp to -236bp) of S6PDH. 
Keywords  Sorbitol-6-phosphate dehydrogenase Promoter Reporter gene Transformation 
Apple 


